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Improved direct-count method by fl uorescence microscope for low-biomass ice core
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　Abstract:　Ice cores recovered from ice sheets contain microorganisms that were 
transported to the surface of the ice sheet along with airborne dust.　The abundance of 
microorganisms in ice cores, as measured by direct cell count under a fluorescence 
microscope, is generally lower than that in other aquatic environments.　It is possible that 
the abundance of microorganisms in ice cores is underestimated due to the degradation of 
fluorescent dye or because non-specific fluorescence from mineral particles inhibits the 
fluorescence signal from microorganisms.　To investigate this possibility, we tested 4 
types of antifade solution and 19 types of fluorescence dye, and selected the best 
combination in terms of prolonging the fluorescent signal from microorganisms and 
distinguishing biological signals from noise produced by non-specific particles.　The 
results show that the optimal combination of solution and dye for cell counts of scarce 
microorganisms in ice cores is the nuclear acid dye “YOYO-1” (Molecular ProbesⓇ) and 
the antifade solution “EverBrite Mounting Medium” (Biotium).
　要旨:　氷床アイスコア中には，鉱物粒子と共に輸送されてきた微生物が含まれ
る事が知られている．これら微生物の細胞数の計測には，蛍光顕微鏡による直接
観察法が用いられるが，細胞数が少ないアイスコア試料では蛍光染色試薬の退色
により数を過小評価しやすい一方で，含まれる鉱物などの非特異的な蛍光により
過大評価しやすいため，定量的に細胞数を測定する事が困難である．本研究では
5種の退色防止試薬から退色が最も少ないもの，19種の蛍光染色試薬から非特異
的蛍光との選別が容易な試薬をそれぞれ選出し，細胞壁構造の異なる 6種の微生
物株を用いて染色選択性を確認し，鉱物の混入による染色への影響を調べた．そ
の結果，退色防止試薬には EverBrite Mounting Medium（Biotium製），蛍光染色試
薬には YOYO-1（Molecular ProbesⓇ）が最も適していることがわかり，鉱物が混
入する場合は濃度をやや高めに調整することで定量性が高くなる事が示された．
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1．　は じ め に
　氷床アイスコアは，過去数十万年以上の気温や大気の環境変動の記録を明瞭に保存してお
り（Watanabe et al., 2003），大気輸送されてきた鉱物粒子などの風送粒子は乾燥化が進んだ
氷期の末期に多くなることが報告されている（Fujii et al., 2003）．このような氷期末期のア
イスコア試料には，微生物も風送粒子と同じタイミングで氷床に多く堆積している可能性が
ある（Abyzov et al., 1998）．氷床に飛来してくる風送粒子の量や発生源は氷期と間氷期とで
は異なることが報告されており（Revel-Rolland et al., 2006），周辺の大陸起源と考えられる
微生物も風送粒子と同様に，量や発生源が変化していると考えられる．このため，微生物の
量や種類といった情報は，これまでのアイスコア解析では明らかにされなかった過去の氷床
周辺の微生物相や環境の状態を示すシグナルになると考えられる．
　アイスコアサンプルからのバクテリア数の直接的な検出法には，メンブレンに濾過した微
生物を蛍光顕微鏡でカウントする直接計測法（Christner et al., 2005）や，レーザーを照射し
たときのシグナルにより微生物を選別するフローサイトメーターを用いた方法（Miteva et 
al., 2009）などが報告されている．フローサイトメーターを用いた方法では，微生物と非微
生物粒子の分別が困難であり，特に細胞数が少ないアイスコアにおいては誤差が多い．その
ため，少数の微生物を定量的にカウントできる直接計測法がアイスコアにおいて有力な手法
であると考えられる．
　一般にバクテリア等の計測を目的とした染色では，DAPI（4́,6-diamino-2-phenylindole） や
SYBR Green Iや SYBR Goldといった，核酸に特異的に結合する蛍光染色試薬が用いられる
事が多いが，環境サンプルの計測においては二つの問題点が挙げられる．まず，DAPIなど
一部の蛍光染色試薬は，強い励起光の照射により急速に分解されてしまうことが知られてい
る．そのため，退色による蛍光シグナルの急速な減少により微生物数を過小評価してしまう
恐れがある．もう一つは，対象となる染色特異部位（核酸，細胞膜，タンパク質など）以外
に，試料中に含まれる有機物片や鉱物などに非特異的に蛍光染色試薬が結合し，蛍光を発し
てしまう現象がある．そのため，これらによるノイズを計測し，微生物数を過大評価してし
まう可能性がある．このような現象は微生物細胞数が少ないアイスコア試料において，定量
性に大きな影響を与えることが予想される．そこで，アイスコア試料の微生物計測において
は非特異的な蛍光と微生物を区別できるように， 退色が少なく，蛍光シグナルの強い蛍光染
色試薬を利用することが望ましい．しかしながら，このような観点で蛍光染色試薬を検討し
た報告はこれまで全くなかった．
　そこで本研究では，鉱物粒子を多く含み微生物濃度の低いアイスコアサンプルから，蛍光
顕微鏡を用いた直接計測法で微生物を高感度で検出する方法の改善を目的として，5種の退
色防止試薬と 19種の蛍光染色試薬から 1）光退色耐性が高くシグナルの強い，2）グラム陽
性菌，グラム陰性菌，アーキアなどさまざまな膜構造を持つ微生物をまんべんなく染色可能
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で，3）鉱物を混入させても微生物のシグナルを明瞭に判断できる，という条件を満たす退
色防止試薬と蛍光染色試薬の選定を行った．
2．　方　　法
2.1.　顕微鏡観察
　細菌株懸濁液に全量の 3%となるようにホルマリンを加え，一晩暗所にて放置した．この
懸濁液 1 mlに，蛍光染色試薬をメーカー推奨の一般的な濃度（表 1）で加え，アルミ箔で
遮
しゃ
蔽
へい
して氷上で 10分間染色後，ガラスファンネル（KGS-04，アドバンテック製）を使用し
てフィルター（アイソポア： GTBP01300，ミリポア製）上に濾過濃縮させた．濾過後，フィ
ルターの上に約 20μlの退色防止試薬を加えてカバーガラスで封じた．フィルター上の微生
物は，蛍光顕微鏡（IX81，オリンパス製）を用いて，倍率 1000倍で直接計測を行った．蛍
光装置のミラーユニットには U-MNUA2, U-MNIB3, U-MWIGA3の 3種をそれぞれ蛍光染色
試薬の励起及び蛍光特性に合わせて選択した（表 1）．U-MNUA2と U-MWIGA3はバンドパ
スフィルターユニットで，それぞれダイクロイックミラー 400 nm, 570 nm, 励起フィルター
360‒370 nm, 530‒550 nm, 吸収フィルター 420‒460 nm, 575 nm‒625 nmにより構成されてい
る．また U-MNIB3はロングパスフィルターで，ダイクロイックミラー 505 nm, 励起フィル
ター 470‒495 nm, 吸収フィルター 510 nm以上で構成されている．
2.2.　染色の評価方法
2.2.1.　退色防止試薬の選定
　退色防止試薬には，Slow Fade Antifade, SlowFade Gold（Molecular probesⓇ），VECTASHIELD 
（Vector Laboratries製），EverBrite Mounting Medium（Biotium製）の 4種を用いた．選定には
1倍濃度の SYBR Green（Molecular ProbesⓇ），独立行政法人理化学研究所，バイオリソースセ
ンター微生物材料開発室（Japan Collection of Microorganisms: JCM）より提供された Methylo- 
bacterium radiotolerans（JCM 2831）株を使用した．フィルター上の試料に励起光を当て始めた
時を 0分とし，以降，同じ視野で励起光を当て続け，5分後と 10分後を 1セットとして計 5
セットのカウントを行った．0分時のカウント数に対して，5分後と 10分後のカウント数の
割合を退色耐性率（%）として表した．
2.2.2.　蛍光染色試薬の選定
　表 1に，本研究で使用した 12種類の核酸染色試薬，1種類のタンパク質染色試薬，6種類
の細胞膜染色試薬，計 19種について，励起波長，蛍光波長，使用したミラーユニットを示す．
Methylobacterium radiotoleransを染色後に退色防止試薬で処理し，退色防止試薬の選定法と
同様に，励起光を当て始めた時を 0分とし，照射開始から 5分後と 10分後を 1セットとし
て計 5セットのカウントを行い，退色耐性率（%）を求めた．
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2.2.3.　選定に用いた微生物株
　選定には JCMより提供されたグラム陽性菌の Bacillus subtilis（JCM 2499）と Methylobac- 
terium extorquens（JCM 2802），グラム陰性菌の Paenibacillus alginolyticus（JCM 9068）と Pseu- 
domonas alcaligenes（JCM 20561），アーキアの Halobacterium salinarum（JCM 8978）と Meth- 
anosaeta concili（JCM 10134），計 6種の菌株を用いた．
　すべての菌株の細菌株懸濁液（細胞濃度不定）を二等分し，それぞれに蛍光染色試薬を加
えて染色，濾過を行い，退色防止試薬で処理して，それぞれ 5セットの計測を行った．
2.2.4.　鉱物混入の影響
　選定には 3種の鉱物（黄砂，JSC MARS-1A，モンモリノナイト）を使用した．黄砂は
2010年 4月 18日に，立山室堂平の積雪表面約 5.8 m深の黄砂濃度の非常に高い層から採取
した．JSC MARS-1A（Orbital Technology製）はハワイ島から採取されたパラゴナイトの火
山砕屑物であり，火星の模擬土壌として販売されている．モンモリロナイトは粘土鉱物の一
種であり，クニピア F（クニミネ工業製）を使用した．これらの濃度不定の懸濁液に，細胞
濃度不定の Methylobacterium extorquens（JCM 2802）株懸濁液をそれぞれ等量加え，蛍光染
色試薬には濃度 1倍と 5倍の YOYO-1，退色防止試薬には EverBriteを使用して，それぞれ
5視野分の計測を行った．
表 1　選定を行った 19種類の蛍光染色試薬と観察に用いたミラーユニット
Table 1.  Details of the 19 types of fl uorescent dye tested in this analysis, and the type of mirror unit 
of the microscope.
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3．　結果と考察
3.1.　退色防止試薬の選定
　図 1に，4種類の退色防止試薬の励起光照射前から励起光照射開始 5分後と 10分後の退色
耐性率の変化を示す．この結果から，すべての退色防止試薬について，照射時間が長くなる
ほど退色耐性率が減少していることが明らかになった．今回選択した 4種類の退色防止試薬
の中では，EverBrite Mounting Mediumが 5分後，10分後共に最も安定して退色耐性率が高かっ
た．このため，以降の実験における退色防止試薬には，EverBrite Mounting Mediumを使用した．
3.2.　蛍光染色試薬の選定
　図 2に，12種類の核酸染色試薬と 1種類のタンパク質染色試薬，図 3に，6種類の細胞膜
染色試薬の励起光照射開始 5分後と 10分後の退色耐性率の変化を示す．この結果，SYTO-9，
SYBR Green II，LDS751，FM4-64，FM4-64FX，FM5-95の 6種は，5分後には完全に蛍光シグ
ナルを検出することができなくなっており，DAPI，FM2-10では10分後には検出不可能であっ
た．また，多くの蛍光染色試薬において 5分後には照射前の 60‒80%程度，10分後には 30‒
図 1　4種類の退色防止試薬の励起光照射から 5分後，10分後の
退色耐性率．エラーバーは 5サンプルの標準偏差．
Fig. 1.  Antifade ratio of four types of antifade solution after 5 and 10 minutes 
of excitation (light absorption). Error bar＝one standard deviation.
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50%程度になっていた．一方で，Propidium iodide，YOYO-1，FM1-43FXは，10分間の照射
でも退色耐性率 92%，82%，92%と非常に高かった．しかしながら，Propidium iodideは蛍光
のシグナルが弱く，バックグラウンドが高いために判別がしにくいことから，以後の実験に
はこれを除いた YOYO-1と FM1-43FXを使用した．
3.3.　微生物の染色選択性
　図 4に，膜構造の異なるグラム陽性菌（Bacillus subtilis, Methylobacterium extorquens），グラ
ム陰性菌（Paenibacillus alginolyticus, Pseudomonas alcaligenes），アーキア（Halobacterium sali- 
narum）を含む 5種の培養株を，YOYO-1と FM1-43FXでそれぞれ染色した時のカウント数を
示す．この結果，Bacillus subtilisではカウント数は両者で同程度であったが，Methylobac- 
terium extorquensと Pseudomonas alcaligenesでは FM1-43FXが若干多く，Paenibacillus algin- 
olyticusでは FM1-43FXのカウント数が YOYO-1の半分程度であった．また，Halobacterium 
salinarumでは FM1-43FXでのカウントが全くできなかった．これらの結果から，核酸を染
色する YOYO-1と細胞膜を染色する FM1-43FXでは，同じサンプルを観察してもカウント
図 2　12種類の核酸染色試薬と 1種類のタンパク染色試薬の励起光照射から
5分後，10分後の退色耐性率．エラーバーは 5サンプルの標準偏差．
Fig. 2.  Antifade ratio of 12 types of nuclear acid dye and 1 protein dye after 5 and 10 
minutes of excitation (light absorption).  Error bar＝one standard deviation.
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数が異なる場合があることが示された．今回の観察では，培養株の内部に核酸は存在しない
が細胞膜だけが存在している状態のものも多く，Methylobacterium extorquensと Pseudomonas 
alcaligenesでは細胞膜だけの遺骸も計測していたため，若干多めに計測していたと考えられ
る．一方で，Paenibacillus alginolyticus，Halobacterium salinarumでは明らかに FM1-43FXで
は染色できていない細胞が多く含まれていたと考えられる．
　一般的に，グラム陽性菌の細胞壁は一層の厚いペプチドグリカン層から構成されているの
に対し，グラム陰性菌では何層かの薄いペプチドグリカン層の外側を，外膜と呼ばれるリ 
ポ多糖を含んだ脂質二重膜が覆っている．それに対し，アーキアの細胞壁は S層と呼ばれ
るタンパク質，糖タンパクなどで構成されている．Paenibacillus alginolyticus, Halobacterium 
salinarumで膜染色がされなかった理由は，これらの細胞壁の構造に起因している可能性が
あるが，すべてのグラム陰性菌，アーキアが膜染色されないわけではない．本研究では，グ
ラム陰性菌の Pseudomonas alcaligenes, アーキアの Methanosaeta conciliでも同様に計測を
行ったが，FM1-43FXによる膜染色でのカウントは可能であったことから，個々の微生物の
細胞壁の特性が染色を阻害している可能性がある．このことから，どのような種類の微生物
が含まれているのか未知のアイスコア試料に対しては，すべての種を一様に染色することが
図 3　6種類の膜染色試薬の励起光照射から 5分後，10分後の退色耐性率．
エラーバーは 5サンプルの標準偏差．
Fig. 3.  Antifade ratio of six types of cell membrane dye after 5 and 10 minutes of 
excitation (light absorption). Error bar＝one standard deviation.
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可能な核酸染色の方が，膜染色よりも偏りが無く，適切であることが示された．そのため微
生物の染色には YOYO-1を選定し， 以後の実験に用いた．
3.4.　鉱物混入による染色への影響
　図 5に，Methylobacterium extorquens細胞懸濁液に黄砂，MARS-1A，モンモリロナイトを
加えた時のブランク（鉱物を加えない細胞懸濁液）からのカウント率を示す．この結果，ど
の鉱物を入れた場合でも YOYO-1濃度 1倍（最終濃度 20 nM）では著しいカウント数の減少
が見られた．しかし，YOYO-1の濃度を 5倍（最終濃度 100 nM）にすると，黄砂とMARS-1A
に関してはブランクと同程度のカウント数が得られた．一方で，モンモリロナイトを加えた
サンプルは濃度 1倍，5倍のいずれにおいても全く蛍光のシグナルを発せず，カウントする
ことができなかった．
　蛍光染色試薬の鉱物などへの非特異的な染色は，海洋堆積物などの環境サンプルから報告
されており（Morono et al., 2009），これらが微生物の発する蛍光シグナルと類似していると，
識別が困難な場合がある．本研究では，非特異的な蛍光と微生物からの蛍光を区別するため
図 4　5種類の培養菌株の核酸染色試薬 YOYO-1と膜染色試薬 FM1-43FXで
のカウント数の違い．エラーバーは 5サンプルの標準偏差．
Fig. 4.  Comparison of fl uorescence count between YOYO-1 and FM1-43FX in gram positive 
and gram negative bacteria, and archea. Error bar＝one standard deviation.
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に約 510 nm以上の蛍光をすべて透過させるロングパスフィルター（U-MNIB3）を使用した
ことから，鉱物と微生物の発する蛍光波長の違いを目視で識別することが可能となった．濃
度 5倍ではほとんどカウント数に変化がないことから，鉱物混入により引き起こされる可能
性のあるカウント数の過大評価はほぼ影響していないと考えられ，用いた蛍光染色試薬とロ
ングパスフィルターにより目視で正確な定量を行えることが示された．
　また一方で，濃度 1倍の条件では明らかにブランクよりもカウント数が少なく，過小評価
していることが新たに判明した．蛍光染色試薬の濃度を濃くすると改善の傾向が見られ，こ
のようなサンプルでは濃度の調整が効果的であることが示された．詳細は不明であるが，鉱
物粒子の表面や内部に優先的に染色試薬が吸着され，溶液中に含まれる染色試薬の濃度が下
がり，目的の微生物細胞を染色するのに必要な試薬濃度が十分でなかった可能性が考えられ
る．粘土鉱物は一般的に層状構造からなり，層間の空隙に小さな分子を取り込みやすい性質
を持っている．本研究で用いたモンモリロナイトは，層状ケイ酸塩鉱物の一種であり，ケイ
酸四面体層─アルミナ八面体層─ケイ酸四面体層の 3層からなる結晶層が層状に積み重なる
構造となっている．このため， 表面積が大きくなり特に物質を吸着しやすい能力を持つ．本
研究では，モンモリロナイトを加えたサンプルで， 蛍光染色試薬濃度を濃くしても蛍光のシ
グナルを全く検出することができなかったことから，使用した蛍光染色試薬がモンモリロナ
図 5　Methylobacterium extorquens細胞懸濁液に 3種類の鉱物を
混入させた時の YOYO-1濃度変化によるカウント率
Fig. 5.  Fluorescence count ratio of Methylobacterium extorquens isolate with 
three types of mineral particles in two different concentrations of YOYO-1.
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イトの構造内に完全に吸着した可能性が考えられる．これらの事例から，鉱物が多く入って
いるサンプルにおいては，鉱物によるノイズの影響が出ない程度に蛍光染色試薬濃度の調整
が必要であることが明らかとなった．特に，粘土鉱物を多く含む可能性のある氷床底面部の
氷や，粘土質の土壌が多いサンプルでは注意をする必要がある．
4．　ま　と　め
　これまで，アイスコアや氷床下湖の凍結氷中における微生物の染色には SYBR Green 1（Karl 
et al., 1999），SYBR Gold（Christner et al., 2005, Zhang et al., 2008），Live/Dead BacLight bacteria 
viability kit（SYTO9 and PI）（D’Elia et al., 2008, Zhang et al., 2008）などが使用されてきた．
しかし，本研究の結果から細胞数が少なく，鉱物粒子などを多く含むアイスコアサンプルか
ら蛍光顕微鏡を用いて高感度で微生物を検出するためには，核酸染色試薬 YOYO-1と退色
防止試薬 EverBriteの組み合わせが，さまざまな膜構造をもった微生物を染色でき，かつ鉱
物を混入した場合にもより正確に定量が可能であることが示された．
　また，鉱物が多く混入した場合，蛍光染色試薬濃度の低下によるカウント数の過小評価を
引き起こす恐れがあるため，サンプルに含まれる粒子の濃度に合わせて蛍光染色試薬の濃度
を一般的なプロトコルよりも高く調整することが効果的であると考えられた．
　本研究では，蛍光顕微鏡を用いた肉眼での直接計測法を用いたが，この方法には観察者に
よってカウントのばらつきなどが生じる問題があり，より客観的に解析するためには顕微鏡
画像の画像解析法が好ましい場合もある．本研究では，すべての条件において共焦点レーザー
顕微鏡（FV1000, オリンパス製）と画像解析法を用いたカウントも行っていた．微生物から
発せられる蛍光のスペクトルのピーク部分のみをスポット的（数 nm～数十 nmの範囲）に
検出し，微生物の発するシグナルと鉱物による非特異的なシグナルの明確な区別が可能で
あったが，鉱物の一部分から発せられるノイズを完全に除去することは困難で，カウント数
を過大評価する傾向があった．そのため，画像解析法はアイスコア試料のような微生物量が
きわめて少ない試料を対象とした研究には適さないことが明らかとなった．しかし一方で，
培養株や細胞濃度の高いサンプルにおいては十分に適用可能な手法であり，直接観察法より
も客観的なデータが得られると考えられる．
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